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Del libro de los dias

Los suefios son espumas de la mar

Y hay que poner la capa como el viento venga.

El talento trabaja, el genio crea;

No vuelvas nunca al sitio de tus viejas alegrias.
La concordia alimenta, la discordia nos consume;
Ningln hombre es mejor que su conversacion,
Una respuesta suave es la cura para la cdlera,

Nunca respondas la pregunta que no te hayan hecho.

Si el animo se inclina son los pies los que resbalan,
Cuenta tus penas a ti mismo, tus alegrias al mundo;
Pon las cosas en su sitio que ellas te dardn el tuyo.
Depende en mucho la felicidad del movimiento,
Estudia el poder del silencio.

Corona de la buena voluntad es la humildad,

La herida que es causada por la lengua es incurable;
Siempre el mejor negocio es terminar contento y
Verdad que hiere es mejor que mentira que te aleja.
Una palabra dicha a su debido tiempo,

Es como una manzana de oro en charola de plata.
Un abrazo al encuentro es mejor que al despedirse

Y nunca es tan pequeiio el vicio en el que se reincide.

Se empieza en la salida antes de entraryy,

éCuanto de ser feliz consiste en dar?

Si desgraciadamente tienes que mendigar

Llama sélo a las puertas de las grandes casas;
Cuando las armas estan listas el buen sentido falta,
El mejor compaiero de la adversidad... es un libro.
El final es principio en mi cancién,

Los rumores son mentiras a medias

Y la lengua del sabio esta en su corazén

Y el corazén del tonto esta en su lengua.

No sé si siempre pasa esto que canto

Yo lo aprendo en mi libro de los dias,

En éste me derrumbo y me levanto;

Para saberlo, alin quedara la vida.

Fernando Delgadillo
Campo de Sueiios
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I. RESUMEN

Se cuantificaron las respuestas poblacionales de Lecane quadridentata expuesto a cinco
diferentes concentraciones de Cu (0.3125, 0.625, 1.25, 2.5 y 5.0 pug/L como CuSQO4) y Hg
(0.0844, 0.1688, 0.3375, 0.675 y 1.35 pg/L como HgCl,) a una temperatura de 23°Cy una
densidad de alimento de 1x10° céls/ml del alga verde Chlorella vulgaris, durante 24 dias.
Se calculd la abundancia maxima y la tasa de crecimiento poblacional (r) por dia en los
controles y los tratamientos con metales pesados. En general, el crecimiento
poblacional de L. quadridentata disminuyd al incrementar las concentraciones de Cu o
Hg en el medio. El crecimiento fue similar en los controles y en la menor concentracién
de Cu (0.3125 pg/L), mientras que en los tratamientos de Hg -incluso en la mas baja
concentracion (0.0844 pg/L)- hubo una drastica reduccién de la densidad poblacional. La
abundancia maxima en el grupo control fue de 635 ind./ml, mientras que los
tratamientos con metales tuvieron de 1 a 58 ind./ml dependiendo de la concentracidn.
La tasa de crecimiento poblacional también disminuyo al aumentar las concentraciones
de Cu y Hg. En general, la r disminuyd al aumentar la concentracion de los metales
pesados en el medio variando de +0.23+0.01 a -0.12+0.02, en el caso del cobre, y de
+0.23+0.01 a 0.12+0.02 para el mercurio. Las diferencias en las respuestas poblacionales
de L. quadridentata fueron interpretadas en términos de la toxicidad relativa de los
metales pesados elegidos. Nuestro estudio mostré que la abundancia maxima fue
sensible al estrés de los metales, lo que sugiere el uso de esta variable, junto con la tasa

de incremento poblacional en evaluaciones ecotoxicolégicas.



II. INTRODUCCION

Los problemas ambientales tienen su origen en la Revolucién Industrial cuando en todos
los paises, incluyendo a México, el desarrollo de la industria, la urbanizacién,
deforestaciéon y rapido crecimiento de las poblaciones trajo como consecuencia un
aumento en el consumo de productos agricolas e industriales, incrementando asi la
contaminacion de los ecosistemas. Esto convirtid en una de las grandes preocupaciones
ecoldgicas actuales, al impacto ambiental causado por la liberaciéon antropogénica de
metales pesados en los diversos ambientes naturales y principalmente aquellos de
mayor interaccion con poblaciones humanas (De Jesus et al., 2004). Se calcula que la
contaminacidon mundial por metales pesados excede a la contaminacién combinada por
desechos reactivos y organicos; detectandose valores toxicos de metales pesados en
cercanias de sitios de desperdicio municipal e industrial y en diversos tipos de suelo,

incluyendo los agricolas (Rodriguez-Zavala et al., 2007).

Los metales pesados se encuentran de forma natural en la corteza terrestre y se llaman
asi por ser elementos cuya densidad es mayor a 5 g ml™; aunque la connotacidn se
emplea para aquellos que son téxicos y que en realidad abarcan los grupos de transicion
y postransicion (Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn) en la tabla periddica, al igual que el de los
metaloides (As y Se) (Ramirez-Pérez, 2005). Una forma opcional de nombrar a este
grupo es como “elementos téxicos”, los cuales, de acuerdo a la lista de contaminantes
prioritarios de la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (USEPA),
incluyen a los siguientes elementos: As, Cr, Co, Ni, Cu, Zn, Ag, Cd, Hg, Ti, Se y Pb (INE,
2008).

Asi, para llevar a cabo sus funciones metabdlicas, los organismos requieren de diversos
iones inorganicos como son el Na*, K, Mg?*, Ca®", CI', SO%4, PO*, y NO?". Sin embargo,
existen en el ambiente otros iones (Pb*", Hg?*, Cd**, Ag") sin alguna actividad bioldgica
asociada, o bien son esenciales pero téxicos cuando se encuentran en concentraciones
relativamente elevadas (Cu*, zn**, Ni**, Co®", Mn®', Fe®). En la mayoria de los

organismos es extremadamente tdxica la exposicion a un exceso (1 pg L?) de metales



pesados como Cd, Hg, Cr, Ni y Pb (Langston et al., 1998) ya que la mayoria tiene una
gran afinidad por los atomos de sulfuro enzimaticos y habilidad para formar uniones con
grupos aminos y carboxilicos de proteinas que inhiben las funciones bioldgicas. Algunos
obstaculizan el proceso de transporte a través de la pared celular mediante los mismos
sistemas de captacién que utilizan los iones metdlicos fisioldgicamente importantes

como el Ca, Mg, Cuy Zn. (Salomons et al., 1995; Fraile et al., 2005).

Para la sobrevivencia es primordial mantener un balance apropiado de los nutrientes
esenciales y los iones inorganicos téxicos no fundamentales (Ramirez-Pérez, 2005); por
lo que los microorganismos han desarrollado estrategias como la resistencia celular para
tolerar los iones metalicos y puede ocurrir a través de varios mecanismos: 1)
Obstaculizacion de la pared celular 2) Baja permeabilidad de la membrana plasmatica 3)
Extrusion activa 4) Biotransformacién 5) Compartamentalizacion de los metales pesados
dentro de vacuolas u otros organelos intracelulares; y formar complejos con agentes
quelantes como 6) la unién del metal a proteinas (metalotioneinas y fitoquelatinas) o 7)
compuestos no proteicos, tales como malato, citrato y polifosfatos (Rodriguez-Zavala et

al., 2007).



2.1. METALES PESADOS
2.1.1. COBRE

Elemento quimico de simbolo Cu, con nimero atémico 29. Es un metal de transicién de
color rojizo y brillo metalico. Debido a su alta conductividad eléctrica, ductilidad y
maleabilidad, la produccion de cobre se destina a la fabricacién de cables eléctricos y
otros componentes electronicos, calderas, utensilios de cocina y cafierias. Los
compuestos solubles de cobre pasan al ambiente después de liberarse a través de
aplicaciones en la agricultura y de emplearse como alguicida; se considera un
contaminante comun de la industria minera, petroquimica y de pintura lo que le
permite alcanzar cuerpos de agua distantes a través del tiempo (Salomons et al., 1995;
Gama-Flores y et al.,, 2009). Para la mayoria de los organismos vivos, el Cu es un
micronutriente esencial ya que constituye muchas metaloenzimas y proteinas
implicadas en los procesos de transporte de electrones y otras reacciones de éxido-
reduccién. Los organismos acuaticos generalmente satisfacen sus requerimientos de
cobre con los niveles disponibles de manera natural (Harrison, 1998), pero cuando éste
se encuentra en su forma idnica libre (Cu®*) en altas concentraciones resulta altamente
téxico. Esto se atribuye principalmente a sus interacciones con los acidos nucléicos, a la
alteracion de sitios activos de enzimas y a la oxidacién de componentes de membranas

(Cervantes et al., 1999).
2.1.2. MERCURIO

Elemento quimico con nimero atémico 80 y peso atdomico 200.59, el mercurio es un
liguido blanco plateado a temperatura ambiente. Es un metal noble, soluble Unicamente
en soluciones oxidantes; se encuentra comunmente como su sulfuro HgS, siendo un
mineral menos comun el cloruro de mercurio. EIl mercurio metdlico se usa en la
fabricacién de termdmetros, barémetros, tacémetros, termostatos y amalgamas de

plata para empastes de dientes. Sin embargo, las primeras fuentes de mercurio son las



industrias mineras (extraccién de oro), fabricacion de equipo eléctrico, industria del
papel y celulosa, fungicidas mercuriales y fabricacién de cloro-sosa (Cervantes et al.,
1999). Dentro de la célula, el mercurio puede unirse a varios sistemas enzimaticos,
microsomas y mitocondrias, produciendo lesiones celulares especificas y eventualmente
muerte celular. Ademas, une los grupos sulfhidrilos de las proteinas alterando su
conformacién y actividad provocando una reduccién enzimatica. El mercurio también
puede aumentar la permeabilidad de la membrana incrementando la concentracién de
iones de sodio (Na**) y expulsando los iones de potasio, ocasionando un desequilibrio
electrolitico e inflamacion de la membrana (Hernandez-Flores y Rico-Martinez, 2006).
Este metal es uno de los pocos que pueden ser acumulados en los organismos
provocando biomagnificacion y, por si fuera poco, el mercurio es facilmente
transformado de los compuestos inorganicos menos toxicos a los compuestos organicos

mas toxicos en los organismos (Newman et al., 2007).



2.2. ROTIFEROS

2.2.1. CARACTERISTICAS

El phylum Rotifera es un grupo de invertebrados microscépicos pseudocelomados con
simetria bilateral, con tamafo entre 45 pum y 2000 pum, siendo la longitud mds comun de
100 a 250 pum (Margalef, 1983). Existen alrededor de 2000 especies, de las cuales
aproximadamente 500 taxa son de la clase Bdelloidea y 1500 pertenecen a la clase
Monogononta (Flores-Burgos et al., 2003). Para México se reportan alrededor de 283
especies (Sarma, 1999). Los rotiferos se encuentran distribuidos de forma amplia en
ambientes dulceacuicolas, con densidades aproximadas a 1000 individuos L™. En general
son de vida libre -herbivoros o depredadores incluso de otros rotiferos- y regularmente

solitarios (Wallace y Snell, 1991; Conde-Porcuna et al., 2004).

El cuerpo de los rotiferos es cilindrico y poseen simetria bilateral, los caracteriza una
cabeza apical ciliada llamada corona formada por dos ruedas rotatorias de cilios (trochus y
cingulum) usadas en la locomocidn y alimentacién, cuentan con una faringe muscular, un
mastax y un complejo paquete de mandibulas rigidas hechas de quitina llamado trophi
(Wallace & Snell, 1991). La epidermis contiene una capa densamente empaquetada de
proteinas similar a la queratina denominada ldrica; en su parte posterior cuentan con un

pie, que puede tener de 1 a 4 dedos (Elias-Guitiérrez y Sarma, 1998).

La mayoria de las especies de rotiferos tienen una combinacién de reproduccién sexual y
asexual llamada partenogénesis ciclica. El ciclo reproductivo asexual consiste en hembras
amicticas que producen progenie amictica. Una desviacidn de este modo de reproduccién
es una sefnal quimica producida por los mismos rotiferos (mixis signal); ésta provoca que
una fraccion de las crias de hembras amicticas, sean hembras micticas. Las hembras
micticas pueden ser fertilizadas hasta que alcanzan cierta edad. Las hembras micticas
infertilizadas producen descendientes machos, los que a su vez pueden aparearse con

ellas y fertilizar a otras hembras micticas. Las hembras micticas fertilizadas producen



huevos de resistencia, los cuales, después de un determinado tiempo de letargo por

factores ambientales, eclosionan como hembras amicticas (Alver y Hagiwara, 2007)
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Figura 1. Representacién morfoldgica de un rotifero.

2.2.2. IMPORTANCIA

Los organismos zooplanctdnicos, dentro del ecosistema acudtico, son excelentes
indicadores de condiciones ambientales y de salud porque son sensibles a cambios en la
calidad del agua. Ellos responden a bajos niveles de oxigeno, altos niveles de nutrientes,
contaminantes téxicos, abundancia o calidad del alimento y depredaciéon. Una buena
imagen de las condiciones actuales de un cuerpo de agua puede derivarse al observar
los indicadores del plancton, tales como biomasa, abundancia y diversidad de especies

(Casé et al., 2008).

Rotiferos, claddceros y copépodos son los grupos dominantes del zooplancton en
muchos lagos y estanques de agua dulce. Aunque los copépodos son tan sensibles como
otros grupos del zooplancton a la toxicidad de metales pesados; la presencia de
diferentes estados larvales requiere bioensayos en diversas etapas de su desarrollo, lo
cual no es factible en la mayoria de los disefios experimentales (Williamson y Reid,
2001). Los claddceros al igual que los rotiferos muestran un desarrollo directo y por lo

tanto, son ampliamente utilizados en ensayos de toxicidad. Los rotiferos son mas



diversos (cerca de 2000 especies) (Koste, 1978) que los claddceros (cerca de 560
especies) (Forro y et al., 2008), aunque éste Ultimo grupo ha recibido gran énfasis en la
evaluacion de sustancias téxicas incluyendo los metales pesados (Sarma y Nandini,
2006), los rotiferos también pertenecen a diferentes nichos, tales como las regiones

planctdnicas, bénticas, epifitas y litorales de los cuerpos dulceacuicolas.

Son un eslabon entre el fitoplancton y los consumidores secundarios, pero su
importancia se acrecienta porque pueden transferir materia y energia desde bacterias y
particulas detriticas de pequefio tamafio, recursos no utilizables por otros organismos
planctonicos (Snell y Jansen, 1995); presentan amplia distribucion, son eutélicos y
filtradores, por lo que son indicadores sensibles de la calidad del agua. Por otro lado la
tasa metabdlica de estos organismos es rapida, provocando que tengan un consumo
mayor de alimento y una mejor eficacia de asimilacién de este; otra ventaja es que
presentan tasas altas de crecimiento poblacional con tiempo de generacién corto,
induciendo en tiempos cortos una mayor multiplicacién de los organismos. En Ia
actualidad son organismos validamente utilizados como bioindicadores para detectar los
efectos téxicos de sustancias en un sistema acuatico; considerdandose mucho mayor su
sensibilidad, en comparacién con otras especies utilizadas en ecotoxicologia acudtica

(Snell y Janssen, 1995; Ramirez-Pérez y Sarma, 2008).

Algunas de las respuestas bioldgicas que tienen los rotiferos a una gran variedad de
compuestos toxicos son: a) Respuestas morfologicas: malformaciones de la ldrica,
corona y formacién de huevos de resistencia; b) Respuestas morfométricas: crecimiento
somatico, relacién entre el tamafio del cuerpo y tamano del huevo asi como estructura
poblacional; c) Respuestas conductuales: comportamiento natatorio, conducta
fototactica, migracion vertical, encuentros macho-hembra; d) Respuestas fisioldgicas:
tiempo de eclosion, tiempo de sobrevivencia, consumo de alimento y tasa respiratoria;
e) Cambios moleculares; f) Letalidad, pruebas de toxicidad aguda: Concentracion Letal
Media (CLsg) y Tiempo Letal Medio (TLso); g) Pruebas de toxicidad crénica: como la
demografia, tablas de vida y respuestas de crecimiento poblacional; y h) Respuestas a

nivel comunidad: Interacciones depredador-presa, interacciones competitivas,



bioacumulacidén y transferencias hacia los niveles tréficos mas altos asi como cambios a

nivel poblacional y de la comunidad (Sarma, 2000; Ramirez-Pérez, 2005).

Mientras que el rotifero planctonico del género Brachionus es frecuentemente utilizado
como un organismo de bioensayo, los géneros no plancténicos como Lepadella y Lecane
raramente son considerados para evaluar la toxicidad de productos quimicos (Snell y
Janssen, 1995). Lecane es uno de los mas diversos géneros de rotiferos teniendo mas de
150 especies bien definidas (Segers, 1995); entre ellas, L. bulla y L. quadridentata han
recibido atencion de ecdlogos acuaticos porque estas especies no son sélo cosmopolitas
sino que también se presentan con relativa abundancia en la naturaleza (Segers, 1995;

Nandini et al., 2005).

2.2.3. Lecane quadridentata

Pertenece a la Familia Lecanidae (Clase Monogononta), cuyas especies frecuentemente
se localizan en aguas poco profundas, siendo consideradas como litorales comunes de
aguas templadas y tropicales, participan en el ciclo de los detritus y se alimentan de
algas plancténicas (Sarma et al., 2006). Este rotifero no plancténico deposita sus huevos
sobre la vegetacion o el bentos -a diferencia de los rotiferos plancténicos (e.j.
Brachionus sp.) donde las hembras los llevan consigo (Sarma et al., 2005)- y es
considerada una especie sensible a la toxicidad de metales (Hernandez-Flores y Rico-

Martinez, 2006).

Foto 1. Rotifero utilizado en este experimento (Lecane quadridentata). La linea es equivalente a 110 um.



2.2.4. Chlorella vulgaris

Dentro de la Clase Chlorophyceae, Orden Chlorococcales y Familia Chlorococcaceae,
tenemos a Chlorella vulgaris cuyas colonias muestran en su mayoria formas circulares con
diametro promedio de dos milimetros, superficie lisa y una coloracién verde clara; con
una pared celular bien definida, carente de ornamentaciones. Las células jovenes y adultas
muestran, en su mayoria, un plasto en forma de copa que cubre casi la totalidad de la

periferia celular, dejando sélo una parte al descubierto (Vega Quintero, 1996).

Los cultivos de Chlorella sp. contienen diversas vitaminas, lo cual favorece el valor
nutricional de su biomasa. En esta ultima, ademas de carotenoides, hay también tiamina,
riboflavina, piridoxina, cobalamina, bioctina, acido pantoténico y 4cido nicotinico
(Quintana et al., 1999). Esta especie ha sido ampliamente utilizada en acuacultura como
alimento vivo para peces, crustaceos y larvas de organismos acudticos. Es preferida por
muchas especies de rotiferos debido a su simplicidad estructural por lo que se ha
empleado como alimento en diversos experimentos demograficos (Flores-Burgos et al.,

2005; Sarma et al., 2007) y de toxicidad (Gama-Flores et al., 2004; Nandini et al., 2007).

2.3. PRUEBAS DE TOXICIDAD

Los métodos mas comunes para detectar y evaluar los impactos de actividades humanas
sobre la calidad del agua son los tradicionales analisis quimicos, los anadlisis de
bioindicadores y pruebas de toxicidad. La determinacion de la concentracidon
contaminante, a través de analisis quimicos, es esencial para reconocer la tipologia de Ia
contaminacién de un cuerpo de agua; pero, no permite la verificacién de los impactos
en la biota. El analisis de comunidades bénticas y planctdnicas permite la deteccién de
bioindicadores que integren todos los factores externos en sus respuestas fisioldgicas
(Rorig et al., 2007). Las pruebas de toxicidad son utiles para numerosos propdsitos,
entre los que se incluyen determinaciones de: a) Adaptacion de las condiciones

ambientales a la vida acuatica; b) factores favorables y desfavorables del ambiente



como DO (demanda de oxigeno), pH, temperatura, salinidad o turbidez; c) efectos de los
factores ambientales sobre la toxicidad de los residuos; d) toxicidad de los desechos
sobre una determinada especie; e) sensibilidad de los organismos acuaticos ante
emanaciones o agentes toxicos; f) magnitud que ha de tener el tratamiento de los
desechos para cumplir con los requerimientos de control de contaminacién del agua; g)
efectividad de estos métodos de tratamiento de desechos; h) tasa de descarga de
vertidos permitida; e i) concordancia entre las normas de calidad del agua, los

condicionamientos a los vertidos y los permisos de descarga (APHA, 1998).

El trabajo ecotoxicoldgico realizado con rotiferos se ubica principalmente en (Sarma,

2000):

a) Pruebas de toxicidad aguda;

b) Pruebas de toxicidad crénica a nivel de poblacién;

c) Estudios experimentales a nivel comunidad y

d) Estudios de campo enfocados a comprender el impacto de materiales tdxicos por
comparacién de datos antes y después de la adicién del téxico, incluyendo

indices de diversidad desde el punto de vista limnoldgico.

En comparacion con las pruebas agudas de toxicidad, las evaluaciones crénicas
consumen mucho tiempo, pero ofrecen mejores posibilidades de establecer criterios de
calidad del agua para proteger al zooplancton (Kammenga y Laskowski, 2000; Snell y
Joaquim-Justo, 2007). De manera convencional se consideran las respuestas
demograficas y de crecimiento poblacional para evaluar el estrés en zooplancton, ya
gue estos estudios permiten evaluar el estado fisico (o la tasa intrinseca de incremento,

r) y también ayudan a obtener datos sobre abundancias maximas (Sarma et al., 2005).

Al considerar el comportamiento de los invertebrados se pueden refinar y desarrollar
modelos, pruebas y protocolos de evaluaciéon de riesgos que sean ambientalmente
realistas, por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar las respuestas de crecimiento
poblacional de Lecane quadridentata (Ehrenberg, 1830) al ser expuesto a diferentes

concentraciones de Cu y Hg.



Ill.  ANTECEDENTES

En relacidon al alimento utilizado en este experimento, Vega Quintero (1996) realizd
estudios bromatoldgicos de una cepa del alga Chlorella vulgaris obteniendo valores de
proteinas (24 pg/cél) y carbohidratos (28 pg/cél) superiores a los reportados para cuatro
microalgas marinas de referencia. Quintana y colaboradores (1999) evaluaron el
contenido de vitaminas (A, C, tiamina, riboflavina, acido nicotinico y biotina) en Chlorella
sp. y concluyeron que puede usarse como un suplemento vitaminico en alimentacion
animal.

En México los estudios de toxicidad crénica y aguda se han realizado, en su mayoria,
utilizando rotiferos del género Brachionus debido a que algunas especies son aceptadas
internacionalmente como organismos de bioensayo en pruebas de toxicidad (ASTM, 1991;
APHA, 1998). Estos estudios han fortalecido el uso de especies nativas en la evaluacién del
efecto de sustancias tdxicas, como los metales pesados, sobre los rotiferos. En el 2000,
Sarma et al. compararon la sensibilidad de Brachionus calyciflorus y B. patulus a metales
pesados (Cd, Hg y Cu) bajo dos niveles de alimento (Chlorella vulgaris); ellos reportan al Hg
como el metal mas téxico para ambas especies y que B. patulus resulta mas sensible al Cu.

Luna-Andrade et al. (2002) evaluaron el efecto combinado del cobre vy tres
concentraciones del alga Tetraselmis suecica sobre el crecimiento poblacional de
Brachionus plicatilis. Concluyeron que a niveles tan bajos como 0.125 mg L™ el cobre
resulta téxico para el rotifero, pero sélo en la menor concentracién de alimento (0.05 x
106) pues al incrementar la concentracion del alga se obtuvo un aumento en el
crecimiento poblacional de B. plicatilis.

Ramirez-Pérez et al. (2004) realizaron un estudio donde analizaron los efectos del
mercurio sobre la tabla de vida demografica del rotifero B. calyciflorus. Encontraron que al
aumentar la concentracion de Hg en el medio, disminuyé la sobrevivencia y la edad
especifica de reproduccion.

Gama-Flores et al. (2005) investigaron la interaccion entre la toxicidad del cobre,
temperatura y salinidad sobre la dindmica poblacional de Brachionus rotundiformis v,
encontraron que independientemente de la salinidad y la temperatura, el cobre tuvo un
efecto adverso en el crecimiento poblacional del rotifero a partir de 0.03 mg L™; mientras
que arriba de 0.125 mg L™ la poblacién no crecié.

En el mismo afio, Sarma et al. realizaron un estudio sobre los efectos en la dindmica
poblacional de Brachionus rubens causados por mercurio y cadmio administrados a través



del medio y el alimento (Chlorella vulgaris). Ellos encontraron que B. rubens fue 24 veces
mas sensible al Hg que al Cd, y que existe una relacién inversa entre el crecimiento
poblacional y el tiempo de exposicion a los metales pesados.

Mas recientemente (2008), Ramirez-Pérez y Sarma estudiaron los efectos de Hg vy
concentracién de alimento sobre el crecimiento poblacional de B. calyciflorus y sus
resultados mostraron que, independientemente de la concentracién de Chlorella vulgaris,
al aumentar la concentracion del metal en el medio se disminuyd el crecimiento
poblacional del rotifero.

A pesar de los numerosos estudios realizados con el género Brachionus, es importante
considerar a otras especies de rotiferos que ocupen un lugar distinto dentro de la columna
de agua para evaluar los efectos tdxicos de los metales pesados. La contaminacion en
sedimentos es abundante y los modelos de la Familia Brachionidae no son los ideales para
evaluar su toxicidad; por lo que se ha considerado que especies litorales, o bentdnicas,
resultan ser Utiles para manejar estos problemas.

Algunos de los estudios llevados a cabo al respecto son los de Pérez-Legaspi y Rico-
Martinez (2001) quienes realizaron pruebas agudas de toxicidad con tres especies del
género Lecane (Lecane hamata, L. luna, y L. quadridentata) utilizando 11 compuestos
toxicos. Ellos encontraron al cobre como el mas téxico de todos los compuestos sobre las
tres especies.

Pérez-Legaspi et al. (2002) concluyeron una prueba de toxicidad usando la inhibicion de la
enzima esterasa como un biomarcador en Lecane hamata, L. luna, y L. quadridentata,
observando que la inhibicidn de la esterasa por cobre es un importante signo de peligro
principalmente para L. quadridentata, convirtiéndola en la especie mas sensible a este
metal. Ademas de que las exposiciones a bajas concentraciones (unos pocos miligramos
por litro o menos) de metales pesados son suficientes para obtener efectos adversos en
las tres especies de Lecane. Los mismos autores, en el 2003, efectuaron un estudio sobre
la actividad de la fosfolipasa A2 como biomarcador utilizando las mismas tres especies de
Lecane expuestas a distintos téxicos. Reportaron a L. quadridentata como la especie mas
susceptible al acetato etilico y cobre, mientras que el cloruro de mercurio a bajas
concentraciones inhibié la actividad de la PLA2 en L. luna y L. quadridentata; una vez mas
se reporta la inhibicién de la actividad enzimatica por el cobre en las tres especies.

Hernandez-Flores y Rico-Martinez (2006) realizaron una prueba crénica de toxicidad con
Lecane quadridentata para evaluar los efectos de plomo y mercurio. Ellos sugieren que al
considerar la toxicidad del Hg debe ponerse atencidn especial a las condiciones
fisicoquimicas y a la rapidez con que el metal se expulsa de la columna de agua. También



mencionan la capacidad enzimatica de L. quadridentata, que podria involucrar a la especie
en procesos de desintoxicacién de metales pesados.



IV. JUSTIFICACION

Al considerar las pruebas biolégicas como herramientas para combatir la contaminacion
acudtica se utilizan diversas especies pertenecientes al zooplancton como Daphnia magna
(Cladocera), que a pesar de ser aceptada a nivel mundial, no es originaria de todos los
paises, como ocurre en México. Por lo tanto en nuestro pais se ha incentivado la
investigaciéon con especies zooplanctdnicas nativas, siendo un grupo principal el de los
rotiferos. Debido al delicado papel que juegan en los ecosistemas acudticos (transferencia
energética, sensibilidad y bioindicacion) estos organismos de talla pequefia, tasas de
crecimiento muy rapidas (0.5 dias para la duplicacion de la poblacién) y de facil
manipulacién para su conteo, son una herramienta de investigacién eficaz para evaluar los
problemas de contaminacion acuatica. Ademas de que al estudiar los efectos toxicos de
diversas sustancias sobre estos organismos se nos facilita entender las posibles
afectaciones que ocurren en la cadena tréfica. Dentro de las sustancias tdxicas mas
importantes encontramos a los metales pesados, que frecuentemente llegan a los cuerpos
de agua a través de los desechos de industrias mineras, aleaciones y productos agricolas.
Asimismo, en la mayoria de las investigaciones ecotoxicoldgicas del pais se ha utilizado a
rotiferos plancténicos del género Brachionus, por lo que es sumamente importante
continuar motivando estudios que involucren especies pertenecientes a otros nichos;
como los sedimentos de cuerpos dulceacuicolas que actian como importantes reservorios
de metales de origen antropogénico y son el habitat de numerosas y variadas
comunidades de organismos benténicos que ejercen una gran influencia sobre el
metabolismo de los cuerpos de agua, haciendo fundamental su importancia ecolégica.
Ademds, es trascendente realizar estudios que involucren variables poblacionales que nos
ayuden a comprender el efecto de metales pesados como el cobre y el mercurio de
manera cuantitativa, aparte de proporcionar informacién que respalde la propuesta y
creacion de leyes para conservar la vida acudtica.

V. HIPOTESIS

El efecto toxico del cobre y el mercurio en L. quadridentata serd diferente debido a sus
distintos niveles de toxicidad y de la sensibilidad de la especie a cada metal. Sin embargo,
se tendrda un mayor efecto negativo en las variables de crecimiento poblacional,
abundancia maxima y tasa de crecimiento poblacional al aumentar la concentracion del
metal.



VI. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los metales pesados seleccionados (Hg®*, como HgCl, y Cu®*, como
CuSO0,) sobre el rotifero L. quadridentata.

6.1. OBJETIVOS PARTICULARES

o Evaluar el efecto de diferentes concentraciones subletales de Hg y Cu sobre el
crecimiento poblacional de L. quadridentata.

o Estimar el efecto de diferentes concentraciones subletales de Hg y Cu sobre la
abundancia maxima y la tasa de crecimiento poblacional de L. quadridentata.

o Comparar el efecto téxico de Hg y Cu en L. quadridentata.



VIl. MATERIALES Y METODOS
7.1. OBTENCION DE ORGANISMOS

El rotifero Lecane quadridentata, fue aislado de Xochimilco, D. F. y se cultivé a partir de
una cepa de hembras partenogenéticas del Laboratorio de Zoologia Acudtica de la FES
Iztacala, UNAM. Los rotiferos se cultivaron en un medio de agua semidura reconstituida
(medio de la Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos, (EPA)) bajo una dieta
exclusiva de la microalga verde Chlorella vulgaris, en una densidad de 0.5X10° a 1.0X10°
céls/ml. El medio EPA se prepard disolviendo 1.9 g NaHCO3, 1.2 g CaS04, 1.2 g MgS0, y
0.004 g KCL en 20 L de agua destilada. Se mantuvieron con temperatura de 24 + 1°C,
aireacion constante e iluminacidn continua. Tres veces a la semana se realizé el cambio
total del medio donde se cultivaron los rotiferos, desechando el sedimento con restos
de organismos muertos asi como materia organica en general. Los rotiferos se filtraron
con una malla de 50 micras de apertura, enseguida se lavaron con medio EPA e

inmediatamente fueron depositados en nuevo medio con alimento.
7.2. OBTENCION DE ALIMENTO

La microalga Chlorella vulgaris se cultivé en botellas de plastico de 2 L de capacidad, con
medio basal de Bold (Borowitzka y Borowitzka, 1988) y un pH de 7.5. Cada tercer dia se
enriquecié el medio con bicarbonato de sodio (0.5 g L™). Se mantuvo una temperatura
de 25 * 1°C, aireacidén constante e iluminacién directa en forma continua (aprox. 4500

luxes).

Se utilizaron concentraciones de 0.5 a 1 x 10° céls/ml™ para iniciar los cultivos, con el
propésito de garantizar la presencia de una gran cantidad de células con la calidad
nutritiva adecuada. Los cultivos se dejaron crecer hasta que alcanzaron su fase
exponencial, a los siete dias. Una vez que se obtuvo la concentracién adecuada, las
botellas se retiraron de la aireacidon y se mantuvieron en refrigeracion 2 6 3 dias para
permitir la sedimentacion y concentracion de las células. Posteriormente, se decanto el

medio sobrenadante para eliminar las posibles toxinas que pudieran dafar el cultivo de



rotiferos. Para los experimentos, el alga se concentré siendo centrifugada a 3000 rpm y
resuspendida con agua destilada. Habiendo realizado la cosecha del alga concentrada,

se mantuvo en refrigeracién (3 a 4°C).

Empleando una cdmara de Neubauer se determind la densidad del alga, en los
experimentos se utilizé C. vulgaris lo mas fresca posible, con la finalidad de evitar

posibles alteraciones en los resultados debido al envejecimiento de las células.
7.3. PREPARACION DE LOS TOXICOS

Las soluciones en grado analitico (1 mg/L, concentracion nominal) de cobre (como
CuSQ4) y mercurio (como HgCl,) fueron preparadas por separado utilizando agua
destilada; en base a los datos de la concentracion letal media (ClLsg) de ambos metales
para Brachionus patulus, disponibles en la literatura (Sarma et. al., 2000 y 2001). Se
seleccionaron 5 concentraciones (siendo la mas baja 0.003125 X CLso y la mas alta 0.05 X
Clsp para cada metal): 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5 y 5.0 pg/L para Cu y 0.0844, 0.1688,
0.3375,0.675y 1.35 ug/L para Hg.

A partir de las soluciones stock se realizaron diluciones 1:100 en agua destilada, con la
finalidad de poder tomar los volumenes requeridos para obtener las concentraciones
sub-letales de cada toxico. Posteriormente se realizaron los calculos necesarios para

conocer las cantidades de Hg y Cu que se agregarian en cada tratamiento.
7.4. DISENO EXPERIMENTAL

Las condiciones generales de los experimentos fueron las siguientes: densidad de
alimento=1.0X10° céls/ml (=0.3 pg C/ml); pH 7.0-7.5; temperatura 23+1°C e iluminacidn
fluorescente continua pero difusa. El medio y alimento utilizado en las pruebas fue
renovado diariamente. Se utilizaron envases de plastico transparente, con 50 ml de

capacidad, con 20 ml de medio cada uno.

Los rotiferos de los controles no se expusieron al Cu ni al Hg. Para cada tratamiento se

usaron cuatro réplicas. En total se emplearon 44 vasos de prueba (=2 metales pesados X



5 concentraciones X 4 réplicas + 4 controles). Los experimentos de crecimiento
poblacional se iniciaron con 20 individuos de L. quadridentata por réplica, conteniendo
20 ml del medio con el metal especifico y la concentracidon de Chlorella vulgaris en

densidad de 1.0X10° céls/ml.

Al iniciar el experimento, se conté a diario el nimero de individuos vivos en cada vaso y
se transferian a otro con la respectiva concentracién del metal y alimento, mediante una
pipeta Pasteur. Posteriormente, cuando la poblacion total sobrepasé los 100 individuos,
se utilizaron alicuotas de 1ml para el conteo, para esto se hizo uso de una micropipeta

automatica.

Los experimentos terminaron después de 24 dias, momento en que en la mayoria de las
pruebas la poblacion comenzé a declinar. Basados en los datos recolectados, se derivd
la tasa de incremento poblacional (r) haciendo uso de la siguiente ecuacién exponencial

(InNt —In No)

(Case, 2000): r= "

En donde:

r=tasa de crecimiento poblacional por dia

Nt= ndmero de individuos de la poblacién después del tiempo t
No= numero de individuos de la poblacién inicial

t= tiempo en dias

Las diferencias en las densidades poblacionales maximas y las tasas de incremento
poblacional de L. quadridentata bajo los diferentes tratamientos fueron analizadas
utilizando analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey, con el software Statistica

(Version 5, StatSoft Inc., Oklahoma).
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Figura 2. Actividades realizadas en este trabajo.



VIIl. RESULTADOS
8.1. COBRE

La curva de crecimiento poblacional de Lecane quadridentata, en el tratamiento sin
sulfato de cobre, muestra una fase logaritmica que se extiende hasta los 15 dias con una
fase exponencial que contintda hasta el dia 23 cuando la poblacién sufrié una drastica
reduccién. En las concentraciones mas altas (2.5 y 5 pug ml™) el rotifero no presentd
algun crecimiento. Las concentraciones de 1.25 y 0.625 pg ml™ manifestaron una
disminucién de su fase logaritmica respecto al control, manteniéndose hasta los
primeros 5 dias; mientras que la fase exponencial duré 15 y 18 dias respectivamente.
Para la menor concentracion (0.312 pug ml™) se tuvo una fase inicial de 10 dias y una fase
exponencial de 12 dias, siendo muy similar a la curva del tratamiento control, tal como

se muestra en la Figura 3.

La abundancia maxima del grupo control fue de 63 + 5 ind. mI™ a los 24 dias, mientras que
los tratamientos con metales variaron de 1 a 58 ind. ml" dependiendo de la
concentracién. Tal como se muestra en la Figura 4, la abundancia méxima fue de 58 ind.
ml™ en la concentracion de 0.625 pg ml™, alcanzada a los 24 dias; presentandose una
reduccion del 8% en el crecimiento comparado con el tratamiento sin cobre. Para las
concentraciones de 0.312 y 1.25 ug ml™ las abundancias maximas se alcanzaron al dia 24 y
fueron de 53 y 48 ind. ml", con una disminucién del crecimiento del 15 y 24 %
respectivamente. En el caso de las concentraciones mas altas (2.5 y 5 ug ml™ de CuSO,) la

reduccion poblacional fue del 98 % con respecto al grupo control.

Segln se observa en la Figura 5, la tasa de incremento poblacional (r) varié de +0.23+0.01
a -0.12+0.02, dependiendo de la concentracién. En las concentraciones mas altas de
CuSO4 (2.5 y 5 pg ml'l) no se registré crecimiento; mientras que en las concentraciones
mas bajas (0.312 y0.625 ug ml™) se presenté una disminucién de hasta el 18 % respecto al

control.



La densidad mdaxima y la tasa de incremento poblacional de L. quadridentata se vieron
significativamente afectadas por la concentracion de Cu en el medio (p<0.001, ANOVA,

Tabla 1).
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Figura 3. Curvas de crecimiento poblacional de Lecane quadridentata expuesto a diferentes concentraciones
nominales (ug/L) de CuSO, con una densidad de 1X10° céls/ml de Chlorella vulgaris como alimento. Los
valores representan la media + error estandar en base a las cuatro réplicas.
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Tabla 1. Resultados del analisis de varianza (ANOVA) realizado sobre la abundancia mdéxima poblacional
(ind./ml) y la tasa diaria de incremento poblacional (r) de Lecane quadridentata expuesto a diferentes
concentraciones nominales (ug/L) de Cu.

Fuente de variacion GL SC C™M F

Cu

Abundancia poblacional maxima

entre los niveles de metales pesados 6 20508.52 3418.09
62.39%**

Error 21 1150.56 54.79

Tasa de incremento poblacional

entre los niveles de metales pesados 6 0.510 0.085
89.92***

Error 21 0.0198 0.0009

GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: cuadrados medios; F: F-ratio, ***

=p<0.001



8.2. MERCURIO

La fase logaritmica del crecimiento poblacional de Lecane quadridentata fue de 15 dias y
una fase exponencial de 9 dias, en el tratamiento sin mercurio. En las concentraciones
mas bajas (0.084 y 0.169 pug ml™” de HgCl,) la fase inicial del crecimiento se mantuvo hasta
los 10 + 2 dias, con una fase exponencial de 10 * 3 dias (hasta el dia 24). Sin embargo, en
la concentracion de 0.338 pg ml™ se observa una lucha de la poblacién para sobrevivir ya
gue para el dia 10 se manifiesta un incremento poblacional, que trata de mantenerse
hasta el dia 22, donde comienza a disminuir drasticamente. Para las concentraciones altas
(0.675 y 1.35 pg ml™* de HgCl,) el comportamiento de la curva se retardé un poco respecto
al control, con una fase inicial de 17 £ 1 dias y una fase exponencial de sélo 5 + 1 dias (Fig.

6).

La abundancia maxima de Lecane quadridentata fue de 22 ind. ml™, en la concentracion
de 0.084 pg ml™ de HgCl, alcanzada a los 25 dias, y representé una disminucién del 66 %
del crecimiento poblacional. En la de 0.169 pg ml™ fue de 19 ind. mI™ (a los 24 dias),
mientras que en las de 0.338 y 0.675 pug ml™ se obtuvieron 13y 14 ind. ml™, con un 70, 79
y 77 % de reduccion poblacional respectivamente. A 1.35 ug ml™ de HgCl, se obtuvo una
abundancia maxima de 7 ind. mI™ al llegar a los 24 dias, esta concentracion tuvo un
descenso poblacional del 88 %. Tal como se muestra en la Figura 7, el grupo control

alcanzé una abundancia méaxima poblacional de 63 + 5 ind. ml™.

El valor de la tasa diaria de incremento poblacional (r) para el control fue de +0.23 + 0.01.
Para las concentraciones mayores (0.338, 0.675 y 1.35 ug ml™) el valor de r fue de 0.12 d%,
representando una disminucién aproximada del 46% en comparacidon con el grupo
control. En las concentraciones menores (0.084 y 0.169 ug ml™) la disminucién fue hasta
del 29% con 0.16 y 0.17 d, respectivamente. En general, el valor de r disminuyd al

aumentar la concentracion de mercurio en el medio (Fig. 8).



Estadisticamente, la densidad maxima y la tasa de incremento poblacional de L.
quadridentata se vieron afectadas de manera significativa por la concentracién de Hg en

el medio (p<0.001, ANOVA, Tabla 2).
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Figura 6. Curvas de crecimiento poblacional de Lecane quadridentata expuesto a diferentes concentraciones
nominales (ug/L) de HgCl, con una densidad de 1X10° céls/ml de Chlorella vulgaris como alimento. Los
valores representan la media + error estandar en base a las cuatro réplicas.
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Figura 7. La relacion entre la densidad maxima poblacional (ind./ml) de L. quadridentata y las
concentraciones nominales (ug/L) de Hg. Se muestran los datos para cada concentracion del metal.
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Figura 8. Relacion entre la tasa de incremento poblacional (r por dia) de L. quadridentata y las
concentraciones nominales (ug/L) de Hg. Se muestran los datos para cada concentracion del metal.



Tabla 2. Resultados del analisis de varianza (ANOVA) realizado sobre la abundancia mdéxima poblacional
(ind./ml) y la tasa diaria de incremento poblacional (r) de Lecane quadridentata expuesto a diferentes
concentraciones nominales (ug/L) de Hg.

Fuente de variacion GL SC C™M F

Hg

Abundancia poblacional maxima

entre los niveles de metales pesados 6 9537.33 1589.56
84.28%**

Error 21 396.05 18.86

Tasa de incremento poblacional

entre los niveles de metales pesados 6 0.068 0.011
37.97***

Error 21 0.006 0.0003

GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: cuadrados medios; F: F-ratio, ***

=p<0.001



IX. ANALISIS Y DISCUSION

Debido a que diferentes cambios en las condiciones ambientales pueden influir la
sensibilidad de los organismos a varios toxicos, como los metales pesados, es de suma
importancia identificar tales organismos para realizar estudios que permitan determinar
las concentraciones minimas permisibles en los cuerpos de agua mexicanos; ademas de
conocer las especies que fungirdn como indicadores de la contaminacion acuatica. Estos
bioensayos ecotoxicoldgicos resultan Utiles cuando la integracion de informacion
proporciona recomendaciones para los marcadores de decisién encargados de proteger al
medio ambiente. Actualmente, nuestro pais cuenta con un cuerpo sustancial de leyes y
regulaciones que, al hacerse respetar, podrian garantizar ecosistemas saludables para la
vida silvestre y buena calidad ambiental para los seres humanos. Las especies litorales y
planctdnicas de rotiferos transfieren energia desde los detritus y algas bénticas hasta los
depredadores vertebrados e invertebrados; jugando un papel muy importante dentro de
los ecosistemas dulceacuicolas ya que los contaminantes también pueden encontrarse
adsorbidos en los sdlidos en suspensidn y sedimentos, donde pueden acumularse y
almacenarse en la parte inferior de los cuerpos de agua por afos o décadas,
representando un potencial peligro para animales bentdnicos y la vida acudtica en caso de

existir resuspension (Nandini y Sarma, 2001; Mendoza-Cantu et al., 2007).

De manera complementaria, la consideracion del agua y alimentos como fuentes de
metales también es importante porque el metal tomado de los alimentos no
necesariamente se almacena en el mismo érgano que el tomado del agua y los efectos de
ambos pueden diferir (Hare et al, 2003). En este trabajo encontramos que,
independientemente del tratamiento, el rotifero litoral tiene un crecimiento poblacional
lento en comparacién con especies plancténicas como Brachionus y Keratella. La larga
fase logaritmica de L. quadridentata observada en este estudio (15 dias en el grupo sin
toxico) ha sido reportada para otras especies de Lecane -como L. inermis- pues
normalmente las especies no planctdnicas tienen una tasa de crecimiento baja y un largo
periodo (2-3 semanas) de adaptacién. L. inermis tiene una fase inicial de

aproximadamente 15 dias independientemente de la concentracién de alimento utilizada;



sin embargo, al aumentar la concentracidn, el crecimiento poblacional se ve afectado

negativamente (Sarma et al., 2006).

Comparados con el grupo control, los tratamientos con toxicos tuvieron patrones de
crecimiento diferentes; presentando una tendencia general a disminuir la fase logaritmica

al aumentarse la concentracién del metal en el medio.

En el caso del cobre, el efecto toxico se presentd desde la concentracién de 0.625 pg ml’
1 (0.625% de la Clso) afectando la fase logaritmica del crecimiento poblacional ya que
sélo se mantuvo hasta el quinto dia. La curva de crecimiento que se observa en las
concentraciones de 1.25 y 0.625 pg ml™* de CuSO, es irregular en comparacion con el
grupo control. Para la concentracién de 0.312 pg ml™ se tiene un comportamiento de la
curva similar al de la curva control, aunque con una fase inicial un poco mas corta (12
dias) y una fase exponencial de 13 dias, disminuyendo a partir del dia 24. Las
irregularidades de las curvas parecen representar que la poblacién lucha
constantemente por crecer y adaptarse a las condiciones del medio, por lo que se
observa que, en las concentraciones mas altas (2.5 y 5.0 pg/L de CuSQ,) la poblacién de
L. quadridentata no presentd crecimiento significativo pues la poblacién se redujo a
menos de 2 ind./ml. En los tratamientos con mercurio, el aumento de la concentracién
(0.675 y 1.35 pg/L de HgCly) hizo mayor la fase logaritmica de L. quadridentata, pero
redujo la fase exponencial alcanzando bajas densidades poblacionales. Las menores
concentraciones (0.084, 0.169 y 0.338 upg/L de HgCl,) mostraron una curva de
crecimiento irregular comparada con la del grupo control -15 dias de fase logaritmicay 9
dias en fase exponencial-, a causa de un intento de la poblacién para adaptarse al

medio.

Estas diferencias de comportamiento son posibles debido al tipo de efecto causado por
cada uno de los dos metales pesados utilizados. Se sabe que a bajas concentraciones el Cu
incrementa el rendimiento productivo debido a la hormesis (Calabrese y Baldwin, 2003),
lo cual resulté en nuestro estudio como una reducida fase logaritmica. La hormesis

posiblemente ocurre cuando una especie esta bajo algun estrés moderadamente bajo,



provocandose un cambio en la asignaciéon de energia asimilada de ciertas actividades
metabdlicas o respuestas reproductivas para compensar el descenso en la reproduccién.
En este respecto se ha reportado (Gama-Flores et al., 2005) que el Cu tiene efectos
adversos en el crecimiento poblacional de Brachionus rotundiformis a concentraciones
desde 0.03 mg/L y desde 0.0375 mg/L para B. calyciflorus (Gama-Flores et al., 2007), lo
gue concuerda con Snell y Moffat (1992) quienes reportan que la concentracién donde no
se observa algun efecto para este género (NOEC) es de 0.02 mg/L de cobre. Sin embargo,
en este estudio se observd que la poblacion de L. quadridentata disminuyd
significativamente a partir de 0.00125 mg/L; lo que nos lleva a pensar que esta especie es

mucho mds sensible a la presencia del cobre que algunas especies de Brachionus.

En el presente estudio se utilizaron las mismas proporciones de ClLsp reportadas para Cu y
Hg (Sarma et al., 2000). Sin embargo, en la mas baja concentracion de cobre probada,
0.312% de LCsp, el crecimiento de L. quadridentata fue similar al control, mientras que en
la misma proporcidn para el mercurio, el crecimiento poblacional del rotifero fue afectado
adversamente. Esto se debe al hecho de que, comparado con el Cu, el mercurio es
altamente téxico para los organismos (Chapman et al., 2003). Mientras el cobre resulta
toéxico para el zooplancton en mg, el mercurio lo es a nivel de microgramos (Gama-Flores
et al., 2009; Sarma et al., 2008). Por tanto, en este estudio el Hg resultd ser mds tdxico
que el Cu para L. quadridentata, puesto que a partir de concentraciones tan pequefias
como 0.169 pg mlt (0.61% de la Cls) la poblacién fue afectada negativamente,

reduciéndose hasta en un 70%.

Al seguir el criterio de la relacidn inversamente proporcional del crecimiento poblacional
de L. inermis, respecto al aumento de la concentracion de alimento (Sarma et al., 2006);
tenemos en este trabajo que al haber utilizado una densidad de alimento de 1 x 10°
céls/ml (Chlorella vulgaris), probablemente se afecté al crecimiento poblacional de L.
quadridentata obteniendo asi una abundancia maxima relativamente pequefia para el
grupo control (63 ind. ml™) ya que Lecane inermis alcanzé abundancias maximas de
alrededor de 120-180 ind./ml al ser cultivado con diferentes densidades de Chlorella

(0.1X10° a 0.8X10° céls/ml). La explicacién es que generalmente, a una determinada



densidad de alimento, las especies de zooplancton mas pequefias son numéricamente
mas abundantes que las especies mas grandes (Nandini et al., 2007). De esta manera, los
miembros mas pequefios del género Lecane, como Lecane inermis (<100 um) podrian
alcanzar densidades tan altas como 200 ind./ml., y puesto que L. quadridentata es
relativamente mas grande (longitud media del cuerpo, 120 um, excluyendo los dedos),
estas abundancias maximas fueron menores que las reportadas para L. inermis (Sarma et
al., 2006). Estos resultados de abundancia méaxima (63 ind. mI™) son muy similares a los
encontrados por Enriquez Garcia et al. (2003), quienes demuestran que el crecimiento de
algunos rotiferos litorales (Lecane quadridentata y Platyias quadricornis) es bajo ya que
alcanzan su maxima densidad después de los 20 dias, reportando una abundancia maxima
de 50 ind. mI™ para L. quadridentata (utilizando una concentracién de alimento igual a la
de este estudio). En el caso del cobre, las abundancias variaron de 1 a 58 ind./ml
dependiendo de la concentracidn; mientras que para el mercurio se tuvo un rango de 7 a
22 ind./ml. Con estos datos nos damos cuenta que los tratamientos con cobre y mercurio
tienen una relacion inversa entre la abundancia maxima poblacional y las concentraciones
de estos metales en el medio. El comportamiento de las curvas de crecimiento poblacional
de L. quadridentata bajo la influencia del cobre, es mas parecido a la respuesta del control

a diferencia de los tratamientos con mercurio.

A este respecto tenemos que, Pérez-Legaspi y Rico-Martinez (2001) realizaron pruebas de
toxicidad aguda con L. hamata, L. luna y L. quadridentata utilizando diferentes
compuestos toéxicos y encontraron al cobre como el mas toxico de los 11 compuestos
evaluados, con una Clsy-48 de 0.23, 0.06 y 0.33 mg L respectivamente, considerando a L.
quadridentata como la especie mas resistente al cobre. En este estudio se utiliz6 como
referencia una CLsp 30% menor que la reportada en el trabajo anterior, y se encontré que
desde la concentracién de 0.0025 mg Lt (2.5% de la Clsp) se inhibe el crecimiento
poblacional del rotifero bentdnico; entendiendo que no todas las cepas de rotiferos
cultivados se comportan de igual manera, ademdas de que varian las condiciones de

laboratorio en que son cultivadas, se explica la diferencia de sensibilidad entre las



poblaciones de L. quadridentata utilizadas en ambos trabajos. Aunque sin duda existen
diferencias en las dindmicas poblacionales y caracteristicas ecoldgicas entre las especies
del género, se ha comprobado que bajas concentraciones de cobre inhiben la actividad
enzimatica de la esterasa en algunas especies de Lecane, ademds de considerar a este
metal uno de los compuestos mas téxicos para estos rotiferos (Pérez-Legaspi y Rico-

Martinez, 2003).

Dependiendo de la concentracién, los compuestos de cobre pueden ser letales para el
zooplancton via ingestion dietética (e.j. alga) o directamente a través del medio como
absorcién acuosa. Se ha reportado (Gama-Flores et al., 2007) que casi la totalidad de las
variables demograficas de Ceriodaphnia dubia son afectadas por este metal a0.1,0.2y 0.4
mg L™, independientemente que se evalten estos factores en una ruta interactiva o de
manera individual. En el mismo afio, Nandini y colaboradores sefialaron que el cobre
(0.017-0.071 mg L™) impacta negativamente la fecundidad, la fase reproductiva y el
crecimiento poblacional de Moina macrocopa cuando se asocia con el zinc; sin embargo,
reportan que de manera individual el Cu es 30% mas toxico que el Zn en este cladécero.
De acuerdo a la informacion de la literatura (Tabla 3) nos damos cuenta que los cladéceros
son menos sensibles (mas resistentes) al cobre que los rotiferos; por lo que resulta
esencial continuar con los estudios sobre este grupo del zooplancton pues juegan un

papel primordial en la cadena trofica de los cuerpos dulceacuicolas.

Tabla 3. Concentraciones Letales Medias (CLsg) de cobre reportadas para zooplancton.



Especie CLso (mg. L™ de Cu) Tlempg Referencia
exposicion

Brachionus 0.03125,0.0 625, 0.125, 0.250 (CuSOa4) .
rotundiformis 16 dias Gama-Flores et al. (2005)
B. calyciflorus 0.0375, 0.075, y 0.15 (CuSOy) 14 dias Gama-Flores et al. (2007)
B. calicyflorus 0.1-0.8 24h Ferrando et al. (1993)
Lecane hamata 0.23 p L i v Rico-Marti
L luna 0.060 48-h erez- egas(%logl)lco- artinez
L. quadridentata 0.33
Copépodos
Acartia tonsa | 0.5-0.11(CuCly) | 48-h | Leaes Pinho et al. (2007)
Cladoceros
Ceriodaphnia dubia 0.1,0.2y 0.4 (CuSO,) 3,6,12y 24-h Gama-Flores et al. (2007)
C. rigaudii 0.01-500 48-h Azad Mohammed (2007)

0-125 pg L™ (CuCly) 21 dias Bossuyt et al. (2003)

T -
Daphnia magna 305 32082 pg L~ (CuCly) 48-h Atienzar et. al. (2001)
5 (CuCl) 21 dias De Schamphelaere et al. (2007)

0.075-0.13 (CuCly) 21 dias Muyssen y Janssen (2007)
Moinodaphnia 0.01-0.035 72-h Orchard et al. (2002)
macleayi

Por otro lado, numerosos estudios han reportado al mercurio como altamente téxico a
concentraciones menores de 0.005 mg/L provocando una reduccién en sobrevivencia,
reproduccion y crecimiento poblacional de varias especies de Brachionus (Sarma et al.,
2005; Ramirez-Pérez, 2004). Para el caso de rotiferos no plancténicos, Pérez-Legaspi y
Rico-Martinez (2001) realizaron pruebas agudas de toxicidad en Lecane hamata, L. luna y
L. quadridentata, donde reportan una ClLsg-48 para cloruro de mercurio que va de 1.37 a
0.4 mg L™ para las tres especies, considerando a L. quadridentata la mas sensible a este
compuesto. Ademas de que, al enfocarse en la inhibicién de la Fosfolipasa A2 (Pérez-
Legaspi y Rico-Martinez, 2003) muestran que bajas concentraciones de cloruro de
mercurio inhiben la enzima en Lecane luna y L. quadridentata; considerando a estas
especies mas sensibles que Brachionus calyciflorus. Sin embargo, en este caso al utilizar
una Clsp de 0.027 mg/L, se muestra que la toxicidad del mercurio en esta especie puede
manifestarse a concentraciones mucho menores, tomando en cuenta también las
variaciones de cada cepa. Secundariamente, se muestra una vez mas que Lecane
quadridentata resulta ser mas sensible al cloruro de mercurio en comparacion con el
sulfato de cobre; en esta parte no debemos olvidar que los metales tienen diferentes
formas de accién dependiendo de sus propiedades y de las especies utilizadas en las

pruebas; ademas debe considerarse que, aunque la sensibilidad depende del taxén, no



todas las variables de la historia de vida son iguales y consistentemente sensibles a un
determinado estrés. También hay que tomar en cuenta que los diferentes miembros del
zooplancton reaccionan de manera individual y especifica a la presencia de mercurio en el
medio; lo que nos lleva a darnos cuenta que la contaminacién por metales pesados
también altera la composicidén de las poblaciones de un ecosistema ya que cada especie
responde de diferente manera a las concentraciones de contaminantes y, por tanto,
acumula en mayor o menor medida determinados metales pesados (Cervantes et al.,

1999).

Tabla 4. Concentraciones Letales Medias (CLsg) de mercurio reportadas para zooplancton.

Especie ClLsg Tiempo Referencia
-1 Iy
(mg. L™ de Hg) exposicién
Brachionus patulus 0.027 (Hg Clp) 24-h Sarma et al. (2001)
Lecane hamata 1.37 p L i v Rico-Marti
Lecane luna 0.450 48-h erez- egas(pZIO%l)ICO— artinez
Lecane quadridentata 0.40

Las tasas de incremento poblacional de Brachionus varian de 0.2 a 2.0 dependiendo de las
condiciones de prueba (Sarma et al., 2001). Sin embargo, comparado con las especies de
Brachionus, el género Lecane usualmente tienen tasas de crecimiento mucho menores r
<0.3 (Sarma et al., 2006; Pérez-Legaspi y Rico-Martinez, 1998). En el presente trabajo,
observamos una r cercana al intervalo reportado en la literatura para las especies de
Lecane. Las bajas tasas de crecimiento de Lecane, en comparacién con Brachionus, se
deben a la menor produccién de huevos y el mayor tiempo de eclosion de los huevos
partenogenéticos (Pérez-Legaspi y Rico-Martinez, 1998; Sarma y Rao, 1991); por lo que,
tanto la produccion de huevos como el tiempo de eclosidon son sensibles al estrés
provocado por los metales pesados. Cuando L. quadridentata se expuso al cobre y al
mercurio, las tasas de crecimiento fueron mucho menores que en los controles (+0.23 +

0.01a-0.12 £0.02).

De manera paralela, se debe tomar en cuenta que la severidad de la contaminacién

depende no sélo del contenido total del metal, sino también de la proporciéon de sus



formas moéviles y biodisponibles (Morton-Bermea et al., 2008). Hoy en dia los metales
pesados tienen un gran significado como indicadores de la calidad ecoldgica de todo flujo
de agua debido a su toxicidad y muy especialmente al comportamiento bioacumulativo
(Moalla et al., 1998). Asi, Hernandez-Flores y Rico-Martinez (2006) suponen que Lecane
quadridentata presenta importantes actividades de desintoxicacion y bioacumulacion de
metales pesados, lo que resulta trascendente considerando que el mercurio es uno de los
pocos metales que pueden ser bioacumulados y biomagnificados, siendo facilmente
transformado de las formas inorganicas menos téxicas a los compuestos orgdnicos mas
toxicos en tejidos de peces. Rotiferos del género Lecane, muy frecuentemente son
utilizados para alimentar larvas de peces, y se encuentran dentro del zooplancton mas
comun en cuerpos de agua superficial en ambientes dulceacuicolas tropicales y
templados; por lo que se considera importante continuar con estudios que apoyen este

indicio de bioacumulacién en L. quadridentata.

Por ultimo cabe resaltar que en nuestro pais existen leyes encargadas de proteger la
calidad ambiental que quizd necesiten ser reevaluadas en base a las investigaciones
realizadas recientemente con la biota acudtica. Una de ellas es la Norma Oficial Mexicana
NOM-001-SEMARNAT-1996 (DOF, 1997), que establece los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales. En esta
norma se establece un promedio al mes de 4 mg L'y 0.005 mg L™ (de cobre y mercurio
respectivamente) como desecho permisible en las descargas de aguas residuales en aguas
y bienes nacionales para la proteccidn de la vida acudtica. No obstante, estas cantidades
resultan demasiado altas para la mayoria de especies acudticas como los rotiferos y demds
componentes del zooplancton. Tal como se mostré en este estudio, pues el cobre y el
mercurio resultaron ser altamente toxicos para Lecane quadridentata en concentraciones
muy por debajo de los limites establecidos en la Norma Oficial Mexicana (desde 0.625 pg

ml™y 0.084 ug ml™ para cada uno).



En otro sentido, cabe sefalar que globalmente, los efectos téxicos de metales pesados
sobre rotiferos dulceacuicolas no han sido investigados a fondo y México no es la
excepcién; por lo que es muy importante seguir realizando investigaciones
ecotoxicoldgicas con especies de diferentes nichos para poder mejorar las normas

ambientales y mantener la estructura de los ecosistemas.



X. CONCLUSIONES

Las variables poblacionales evaluadas (densidad maxima de poblacién y la tasa diaria de
incremento poblacional) se vieron afectadas por los metales pesados a concentraciones
tan bajas como 0.625 ug/L para Cu y 0.0844 ug/L para Hg; disminuyendo al aumentar las

concentraciones de los metales en el medio.

La densidad maxima poblacional y la r (tasa diaria de incremento poblacional), son
variables sensibles a los metales pesados y por tanto resultan Utiles para evaluaciones

ecotoxicoldgicas.

El rotifero Lecane quadridentata resultd mas afectado debido al efecto téxico del
mercurio que al del cobre; ademas de ser mas sensible a la toxicidad de estos metales que

otras especies del zooplancton.

Los limites maximos permisibles en agua para la proteccion de la vida acuatica (NOM-001-
SEMARNAT-1996), tanto de cobre como de mercurio, se encuentran por encima de las
concentraciones subletales que L. quadridentata puede tolerar sin sufrir efectos

negativos.

Es importante seguir realizando estudios ecotoxicoldgicos con especies de rotiferos

pertenecientes a diferentes comunidades y nichos ecolégicos.
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Xil.

ANEXO

Medio de cultivo Basal de Bold (Borowitzka y Borowitzka, 1988).

1. Nitrato de sodio (NaNO3) 250 g/l
2. Sulfato de magnesio (MgSO, * 7H,0) 75 g/l
3. Fosfato de potasio dibasico (K,HPO,) 75 gll
4. Fosfato de potasio monobasico (KH,POy) 75 gll
5. Cloruro de sodio (NaCl) 25 g/l
6. EDTA 50 g + 31 g KOH/I
7. Sulfato de fierro (FeSO, * 7H,0) 489g+1mil
H,SO,
8. Acido bérico (H;BO5) 11.42 g/l
Elementos traza:
e Cloruro de magnesio (MgCl, * H,0) 1.44 g/l
e Trioxido de molibdeno (MoO3) 0.71 g/l
e Sulfato de cobre (CuSQO,) 1.75 g/l
¢ Nitrato de cobalto (Co(NOs3),) 0.49 g/l
e Sulfato de zinc (ZnSOy) 8.82 g/l

(Para 1 L de agua destilada, donde se agregan 1.5 ml de cada solucion. Las
soluciones se agregan en orden ascendente. La solucion resultante tiene un color

azul claro, lo que indica que la mezcla fue hecha correctamente).
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